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論文内容要旨
 私が関わった研究プロジェクトでは,VEGF刺激により血管内皮に誘導される遺伝子群の中
 に,いまだ同定されていないが血管新生の調節を担う新規の分子が含まれていると考え,cDNA
 マイクロアレイ法を用いた包括的な解析を行い,新規の血管新生抑制因子を同定,vasohibinと
 命名し,解析を進めている。これまでの研究でvasohibinは内皮特異的に発現する液性因子であ
 り,その発現はVEGF,FGR2により誘導され,"τv'1roにおいてこれらの刺激による血管内皮
 細胞の増殖,遊走を抑制し,〃?卿・においても.血管新生を抑制することが明らかになった。また,
 vasohibinの作用は血管内皮細胞に選択的であった。これらのことから,vasohibinは血管内皮
 細胞に本来備わっている,血管内皮細胞に特異的に作用するネガティブフィードバック制御因子
 として,血管新生の過程において重要な役割を持っていると推測されている。
 本研究の目的は,このvasohibh1の血管内皮細胞における発現制御を解明することで,生理的
 または病的な血管新生の内因性の制御機構の一部を解明すること,またそれにより炎症や癌など
 の血管新生が関与する病態における診断や治療への応用の可能性を模索することである。本研究
 ではvasohibinの血管内皮細胞における発現調節について,ヒト臍帯静脈内皮細胞を用いて検討
 した。
 ヒトvasohibinの遺伝子は14q24.3に位置し,8つのエクソンと7つのイントロンから構成さ
 れている。NcBIデータベース上でvasohibinのDNAシークエンスを検索したところ,これま
 で解析の対象となっていた8つのエクソンからなるcDNA(prototype)の他に,一種類のスプ
 ライシングバリアントであるshortformの存在が明らかになった。血管内皮細胞での発現を
 RT-PCR解析及びノーザンブロット解析により評価した結果,prototypeが優位に発現してい
 た。
 次にvasohibinの誘導におけるVEGF受容体とその下流のシグナル経路について検討した。
 VEGF受容体の中和抗体を用いた実験により,VEGFによるvasohibinの誘導はVEGF2型受
 容体を介するシグナル伝達が重要であることが明らかになった。VEGF受容体の下流のシグナ
 ルに関して様々な阻害剤を用いて検討したところ,vasohibinの発現誘導はproteinkinaseC
 (PKC)の選択的阻害剤で強力に阻害された。更にPKCにはいくつかのisoformの存在が知ら
 れているが,その中でも特にPKCδがvaSQhibinの発現誘導に重要であることが示された。
 FGF-2に関してもVEGFの場合と同様の結果が得られ,これら2つの代表的な血管新生促進因
 子によるvasohibinの発現誘導のシグナル経路は共にPKCに依存していることが明らかになっ
 た。また,actinomycinD投与の実験でVEGFによるvasohibinの誘導にmRNAの安定性は
 関与しなかったことから,vasohibinの発現は転写活性の尤進に依存していると推測された。更
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 に,cycloheximide投1与の実験からvasohibinの発現誘導には4ε170voの蛋白合成が必須である
 ことも明らかになった。
 最後に,様々な血管新生促進,もしくは抑制因子で血管内皮細胞においてvasohibi11の発現に
 影響を与えるものがないかを,炎症性サイトカインを中心に検討した。調べたサイトカインの中
 では,vasohibinの発現を誘導するものは認めなかったが,tumornecrosisfactor(TNF)α,
 interleukin(IL)1,interferon(IFN)γによりvasohibinの発現誘導は抑制された。これらの
 因子の中で,少なくともTNFαはvasohibi11のmRNAの安定性には影響を与えず,転写レベ
 ルで発現を抑制していると推測された。これらの炎症性サイトカインはvasohibinの発現抑制を
 介して血管新生を促進する可能性が示唆された。
 血管内皮細胞におけるvasohibinの発現制御は生体における血管新生の過程に大きく関与して
 いると思われる。今後,更にvasohibinの発現制御を明らかにしていくことで,血管新生の制御
 機構を明らかにすることができると思われる。
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 審査結果の要旨
 本博士論文は,所属する研究室において単離・同定された,血管新生促進因子VEGFの刺激
 により血管内皮細胞で誘導的に産生される新規血管新生抑制因子vasohibinの遺伝子発現調節に
 ついて研究したものであり,以下の結論を支持する結果を纏めたものである。
 (1)ヒトvasohibin遺伝子は14q24、3にコードされ,8つのエキソン,7つのイントロンで構成
 されている。
 (2)選択的スプライシングにより,エキソン1-8とエキソン1-4から成る2つのアイソフォーム
 として転写されるが,エキソン1-8が主体をなす。
 (3)VEGFによる誘導は,VEGF2型受容体を介し,その下流の細胞内シグナル伝達系におい
 ては主にPKCδに依存する。VEGFによる誘導は,転写の促進が主体であり,さらにdenovo
 の蛋白合成を必要とする。
 (4)さまざまなサイトカインのうち,炎症性サイトカインであるTNF一α,IL-1,IFN一γは,
 VEGFによる誘導を顕著に抑制し,そのうち少なくともTNF一αにおいて,その作用はmRNA
 の安定性とは無関係である。
 これらの研究成果は,血管新生における新たな調節因子として単離・同定されたvasohibinの,
 生理あるいは病態生理における意義の解明に資するところ極めて大であり,学位論文として相応
 しいものと判断した。
 よって,本論文は博士(医学)の学位論文として合格と認める。
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